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Summary
　　　Using　21　rats　the　reactions　of　subcutaneous　tissues　to　calcium　hydroxide　added　ido－
form（Vitapex⑱：Root　canal　filling　material）were　studied　by　means　of　electron－micro・
scopy．
　　　Resalts　were　as　follows：
　　　1．Collagen　fibers　were　gradually　formed　around　the　paste．　Needle－like　calcium
crystals　were　appeared　on　the　collagen　fibers．
　　　2．In　the　area　of　sparsely　distributed　collagen　fibers　and　matrix　vesicles　contained
with　electron－dense　materials，　the　growth　of　crystals　beyond　the　calcified　matrix　vesicles
was　obserbed．
　本論文の要旨は第21回歯科基礎医学会学術大会（昭和54年8月26日．於：北海道大学）および第9回松本歯科大学学会
総会（昭和54年12月1日）において発表された．（1979年10月29日受理）
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　　3．It　was　suggested　that　the　matrix　vesicles　came　from　the　regressive　changes　of
cellS．
　　4．The　calcium　salts，　phagocytized　within　histiocytes，　were　demonstrated　as　elec－
tron－dense　masses．
　　5．Silicone　oil　in　the　paste　was　also　phagocytized　by　histiocytes，　showing　the　droplets
in　the　cytoplasm
　　6．It　was　considered　that　histiocytes　had　the　phagocytotic　share，　because　there　were
no　histiocytes　containing　both　calcium　hydroxide　and　silicone　oil．
　　7．Many　lysosomes　were　observed　along　the　phagocytosis．　The　lysosomes　fused　with
the　phagosomes，　and　then　the　cytoplasm　of　histiocytes　was　occupied　by　many　phagolyso－
somes．
緒 言
　著者らは先に，糊剤根管充填材ヨードホルム・
水酸化カルシウムパスタ（ビタベックス）をラッ
トの生体内に埋入し，その運命と組織反応につき
X線像および病理組織像とによって検索し，第1
報として報告した（川上，他，1979）7）．すなわち，
組織内に埋入されたパスタ自身は次第に拡散する
と同時に組織球などによって貧食されて肉芽組織
と置換するが、その間に石灰化物の形成，さらに
は骨の添加・増生ないし新生をもたらすことが認
められた．
　今回は，これらの組織反応を電子顕微鏡的に検
索したので第2報としてその概要を報告する．
実験方法
　実験にはWistar系のラット10頭を使用した．
Nenbtal（O．2　ml／生体）の腹腔内注射による麻
酔とA．C．　E．（alcohol　chloroform　ether＝1：
2：3容量混合液）による吸入麻酔とを併用し，
背部あるいは腹部皮下組織内にヨードホルム・水
酸化カルシウムパスタ（糊剤根管充填材ビタペッ
クス；処方は，1009中に水酸化カルシウム30．3
9，ヨードホルム40．09，シリコーン・オイル
22．49，その他6．99である）を埋入させた．創
口は一部縫合したものもあるが，大部分はシアノ
アクリレート系接着剤アロンアルファA「三共」⑧
で接着した．実験期間は4・6・8・10・12・
14・21・27および37日間で，例数は6日例が2
例の他は全て1例で，合計10例である．
　各実験期間経過後，ラットを屠殺し，電子顕微
鏡観察のための標本を作製した．すなわちパスタ
埋入部を周囲組織とともに一塊として摘出し，氷
冷したカコジル酸緩衝2．5％グルタールアルデヒ
ド・2％パラホルムアルデヒド混合液に浸漬固定
した．カコジル酸緩衝1％オスミウム酸で後固定
した後，アルコール系列で脱水，通法によりエポ
キシ樹脂（エポン812）に包埋した．LKBウルト
ラトーム・ガラスナイフにて1～2μの切片を作
製し，トルイジン青の加温染色を施して光学顕微
鏡により埋入パスタと増殖した肉芽組織が観察さ
れるようにトリミングした．その後ダイアモンド
ナイフ（Diatome；Switzerland）にて超薄切片を
作製し，酢酸ウラニル・クエン酸鉛の二重染色を
施して，日本電子JEM100－B型電子顕微鏡によっ
て観察した．
結 果
1．石灰化物形成の所見
　埋入パスタは，極めて電子密度の高い塊状の構
造物として認められた．その周囲には，6日例位よ
り肉芽組織が増殖していたが，それと同時にパス
タ塊の内方に向ってコラーゲン線維が増生してい
た．これらの増生したコラーゲン線維にはその表
面に電子密度の高い針状結晶が形成されていた
（図1）．この部のコラーゲン線維の横断像につい
て詳細に観察すると，針状結晶の発達には各種の
段階が認められた．すなわち，線維の周囲にのみ
結晶がみられるもの，線維の内部にまで電子密度
の高い物質が沈着しているもの，さらに線維の内
部はもちろん線維の周囲に結晶が伸展してその直
径を増しているものなどである（図2）．これを経
時的に観察すると，これらの結晶化は次第に進み，
14日から21日例ではほぼ全てのコラーゲン線維
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にわたってみられるようになった．
　一方肉芽組織を形成する細胞の周辺には，コ
ラーゲン線維の間などに単位膜で囲まれた直径
0．1～2μ位の多様な小胞構造が観察された（図
3）．さらに，ここに観察された小胞の内部には電
子密度の高い物質が認められた．また，これらの
部位にはまれにミトコンドリアなどの細胞内小器
官も存在していた（図4）．これらの部位において
は，電子密度の高い構造物の形成は同部にみられ
るコラーゲン線維よりも，小胞構造から始まって
いた（図5）．第1報の光顕所見で報告した如く，
皮下埋入例においてはあきらかな骨形成は認めら
れなかったので，今回の電顕所見でも骨組織の新
生を検索することができなかった．
2．組織球などによる貧食の所見
　パスタ埋入部には，前述の通りその初期には活
発なコラーゲン線維の増生が観察されたが，1週
間後位から次第に各種円形細胞が出現して来た．
これらの円形細胞のうち，特に組織球が多い部で
は，貧食が活発に行なわれていた．すなわち，細
胞質が細長い突起を出し，または深く陥入して複
雑に入り組んでいた．これらの細胞質突起の間に
は，水酸化カルシウムを思わせる電子密度の高い
塊状，あるいは一部針状の構造物を容れていた（図
6）．この所見は経時的に増加していたが，同時に
細胞質内に同様な電子密度の高い塊状物を容れて
いるのもの観察されるようになった（図7）．
　別の部位では，その細胞質内に脂質滴を思わせ
る大小様々な滴状物を多数持つ細胞も増加してい
た（図8）．これらの滴状物は，電子密度が均一・
中程度で周囲が多少明るく縁どりされているもの
が主体であったが，基質が明るく，その中に細穎
粒状ないし細線維状物を容れたものなどもあった
（図9）．これらの細胞では，その細胞質のほとん
どが滴状物で満たされており，核以外の細胞内小
器官はほとんど観察されなかった．
　増殖した肉芽組織内には，第1報の光顕所見と
同様に多核の異物巨細胞も認められた．核は不正
形を呈しておりこの細胞質には，多くのミトコン
ドリア，粗面小胞体などの細胞内小器官が充満し
ており，また明るい空胞状の構造も多数認められ
た（図10）．しかし，脂質滴を思わせる滴状物は観
察されず，わずかに明るい空胞状構造の中に電子
密度の高い細粒状物が存在していた（図11）．
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　以上の如く，細胞質内に貧食される物質は，水
酸化カルシウムを思わせる電子密度の高い物質か
脂質滴と考えられる物質のどちらか一方に限られ
ることが多かったが，少数例において，脂質滴を
思わせる滴状物と同時に電子密度の高い構造物を
容れた細胞もあった（図12）．これらの細胞の場
合，電子密度が均一・中程度で周囲がやや明るい
滴状物と，明るい基質内に細線維状物を容れた滴
状物が約半数ずつあった．電子密度の高い様々な
形態の構造物は明るい基質の空胞内（図13）に，
さらに針状の構造は細線維状物を容れた明るい滴
状物内に観察された（図13，14）．
　一方，細胞質内に各種の異物を含んだ細胞の増
加とともに，ライソゾームも増加していた（図15，
16）．貧食された電子密度の高い物質あるいは各種
の滴状物と，一次ライソゾームが融合している像
も認められた．さらにライソゾームの変化として，
電子密度の高いミエリン様の構造も増加してい
た．
考 察
1．石灰化にっいて
　骨の石灰化機構に関する電子顕微鏡的な研究に
ついては，多くの報告がみられる（Cameron，1963
3）；小沢，197512），197613｝）が，いまだ完全に解
き明されていない．しかしながら，生物学的に形
成される硬組織は基本的には同一の原則によるも
のであろうことは多くの研究者によって認められ
ている．すなわち，その初期においては石灰化の
結晶核形成を導くものとしてコラーゲン線維がま
ず注目され，形態学的にもアパタイト結晶とコ
ラーゲン線維の関係が示された（Fitton－Jackson
and　Randall，19565）：Fitton－Jackson，19574））．
しかし，コラーゲン線維が石灰化における結晶形
成を行なうか否かの明確な所見は見い出されてい
ない．
　最近，石灰化の初期微細構造については，少な
くともコラーゲン線維とは無関係に結晶化が生じ
得ることが観察されている．これらの部位には膜
性の小胞構造が発見され，それが石灰化と密接に
関係することが一般に認められ，これを基質小胞
matrix　vesicleと呼んでいる（Anderson，1967，1）
19692））．基質小胞は極めて多様な様相を呈し，明る
い内容を有する小胞のほかに，種々の電子密度を
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持った小胞群，ライソゾーム類似の構造を呈する
もの，さらに細胞内小器官を含む細胞小片なども
混在していると言う（Anderson，1969）2｝．また，
病理学的に異常な石灰化部位にも，基質小胞が認
められ石灰化との関係が論じられている（Kim
and　Huang，1971）8）．
　さて本実験においては，パスタ埋入の初期から
活発なコラーゲン線維の増生が認められ，その線
維を結晶核として，電子密度の高い針状の結晶が
析出していた．またこの部位の基質中には基質小
胞と考えられる様な小胞構造は認められなかっ
た．コラーゲン線維に対する結晶化はその組織像
から次の様に考察することができる．すなわち，
同部位にみられたコラーゲン線維の横断像を詳細
に観察すると，石灰化の強いものはその線維の内
部にまでも結晶が認められるのに対し，その周囲
にのみのものは比較的結晶の析出が弱い．また，
結晶化はコラーゲン線維の周囲から起こり，決し
て線維の内部にのみ結晶のみられるものはなかっ
た．従って石灰化はまずコラーゲン線維の周囲か
ら始まり次第に線維の中心部まで進み，最後には
外周へと進展していくと考えられた．このことは，
病的に異常に多いカルシウム分が存在したため，
体液中の燐酸イオンなどと結合し，物理化学的に
結晶が析出し，コラーゲン線維を核として石灰塩
の沈着が開始したものと思考される．
　一方時間の経過とともに，石灰化基質の中に基
質小胞matrix　vesicleと思われる小胞が出現し
ており，これらの部位ではその部から結晶化，す
なわち石灰化が起こっていた．具体的には，同部
位ではまず基質小胞と考えられる小胞の中に電子
密度の高い物質の沈着が起こり，次第に周囲のコ
ラーゲン線維へと広まっていった．このことは，
この小胞が能動的に石灰化，それも同部における
初期の石灰化に密接に関与しているものと考えら
れる．前述の如く，病的部位の石灰化にも基質小
胞が関与しており（Kim　and　Huang，1971）8［，
今回の実験においても同様な所見が得られたわけ
である．基質小胞の由来に関して小沢（1975）12）
は，細胞膜によるmicroapocrine様の分泌，開口
分泌様式による分泌，さらに細胞の退行性変化に
基づくものなどが考えられるとしている．今回の
観察結果，すなわち基質小胞の出現部位にミトコ
ンドリアなどの細胞内小器官がみられたことは，
ここに観察された小胞は，細胞の退行性変化によ
るものであることを裏付けている．しかし一方で
は，近接部位にみられた細胞が，その細胞膜を複
雑に陥入させていた点などから，この細胞膜由来
であることも否定できない．
2．異物貧食について
　細胞による異物の貧食についての電子顕微鏡的
　　　　　　　　　　　　　　1o）研究によると（馬屋原・小川，1970；小川・安部，
　ll｝
1977），その過程は一般に次の様に要約することが
できよう．まず細胞表面に取り込まれるべき物質
が吸着し，その後細胞膜の陥入が起こる．次いで
陥入の“neck”の部分がくびれて細胞膜との接触
を断ち細胞質に移行し，やがてライソゾームと融
合・合体し加水分解酵素を受け取り消化が開始さ
れる．
　今回観察された組織反応も同様なものであっ
た．まず組織球の細胞膜が複雑に陥入し，一見空
胞状の構造を多数形成していた．この構造はルテ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5　ニウムレッド（RR）染色法（梶川，他，1970；馬
　　　　JO）
屋原，1976）によって染色すると細胞表面，その
陥入部および細胞周辺部の空胞状構造が陽性に反
応し，細胞内の真の空胞と区別される．今回はRR
染色を施して鏡検していないため確認はできない
が，その間に電子密度の高い埋入パスタに由来す
ると考えられる物質を含んでいた点などから，異
物貧食における第一段階であると理解される．ま
た，細胞質内にみられた電子密度の高い塊状物は，
その状態から判断して貧食されたカルシウム塩で
あると思考された．
　貧食の過程は観察されなかったが，各種の滴状
物を容れた細胞が観察され，中にはそれらの滴状
物で細胞質が充満されているものも認められた．
この滴状物は第1報で考察した通り，埋入パスタ
に含まれているシリコーン・オイルに由来し，光
学顕微鏡レベルでは泡沫細胞として観察されたも
のであろう．なお，これらの滴状物を容れた細胞
にはほとんど電子密度の高い構造物，すなわちパ
スタに由来するカルシウム塩は認められなかっ
た．従って細胞により異物貧食における機能分担
がなされていることを示唆している．
　異物巨細胞も埋入パスタに接して観察された
が，この細胞質には組織球の細胞質に認められた
様な貧食の所見はなかった．細胞質内には小さな
空胞が数多く形成されており，一部ではその中に
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電子密度の高い細粒状物が多少認められたにすぎ
なかった．第1報において報告した通り，この巨
細胞にもvon　Kossa陽性の頼粒が多数含まれて
いたのであるから，この細粒状物がカルシウム塩
に由来することも考えられるが，その形態は組織
球にみられたものとかなり異なっており，この巨
細胞の貧食についてはさらに追究する必要があろ
う．
　なお，肉芽組織を形成する細胞のうちには滴
状物と電子密度の高い物質の両者を容れている細
胞もまれにみられた．この細胞の場合には，電子
密度の高い物質は先に記した様な塊状を呈してお
　　　　　　　　　　　　　　　　　3）らず，多くは破骨細胞（Caneron，1963）にみられ
るような針状を呈していた．この組織像から，単
にパスタ由来のカルシウム塩が貧食されたもので
はなく，肉芽組織内に形成された石灰化物が二次
的に貧食されたものと思考された．
　最後に，異物貧食における中心的役割を演ずる
ライソゾームの出現について考えてみたい．各種
細胞によりパスタ成分の貧食が進み細胞質内に貧
食胞が増加するのにともない，ライソゾームが増
加していた．ライソゾームは各種の貧食胞と融合
し，または合体している所見も観察されたので，
このライソゾームによって加水分解酵素が供給さ
れ，貧食された異物は分解処理されるものと考え
られる．しかし，細胞質内には電子密度の高いミ
エリン様の構造なども増加していた．この構造は，
細胞にとってあくまで異物で，ライソゾームでは
消化されない成分が電子密度の高いミエリン様の
構造として残存したものと考えられた．
結 論
　ラットの皮下組織内にヨードホルム・水酸化カ
ルシウムパスタ（ビタペックス）を埋入して，そ
の後の組織反応について電子顕微鏡によって検索
し次の結論を得た．
　1）埋入パスタの周囲には，その初期からコラ
ーゲン線維が増生し，その線維を結晶核として針
状の石灰化物が形成されていた．
　2）経時的に各種円形細胞などが出現してくる
とともに，周辺の基質内に基質小胞matrix　vesi・
cleが出現し，能動的な石灰化が始まっている所
見が得られた．
　3）基質小胞の由来について，細胞の退行性変
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化に基づくものであることが示唆された．
　4）組織球により貧食されたパスタ中のカルシ
ウム塩は，電子密度の高い塊状の構造として認め
られた．
　5）パスタ成分であるシリコーン・オイルは組
織球内に多くの脂質滴を思わせる滴状物として貧
食されていた．
　6）同一の貧食細胞の胞体内に水酸化カルシウ
ムとシリコーン・オイルの両者は同時に認められ
なかったので，細胞により異物貧食における機能
分担のあることが示唆された．
　7）パスタ成分の貧食にともない，ライソゾー
ムが増加し，貧食胞と融合・合体し活発な細胞内
消化が行なわれていた．
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図1：増生したコラーゲン線維にはその表面tcas子密度の高い針状結晶が形成されている（埋入8日例；
　　　×14，850）
図2：図1と同様な部位のコラーゲン線維の横断像，線維を核として各段階の石灰化像が認められる
　　　（埋入8日例；×58，690）．
図3：コラーゲン線維の間に多様な小胞構造が観察され，あるものはその内部に電子密度の高い物質を
　　　容れている（埋入14日例；×33，040）．
図4：図3と同様な部位には，まれにミトコンドリアなどが観察される（埋入14日例；×21，080）
図5：小胞構造の部位にまず電子密度の高い物質が沈着し，コラーe’ン線維より先に石灰化している（埋
　　　入14日例；×19，230）．
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図6：細胞質が細長く突起を出し複雑に陥入しており，その間に電子密度の高い塊状，あるいは一部針
　　　状の物質を容れている　埋入14日例；×56，　0501，　．
図7：細胞質内には電了密度の高い塊状物が認められる（埋人14日例；×63，900）．
図8：細胞質内に脂質滴を思わせる滴状物を多数持つ細胞が増加している／t埋入14日例；×2，020）．
図9：滴状物は，均一・中程度の電子密度で周囲が多少明るく縁どりされているものと，明るい基質の
　　　中に細頼粒状ないし線維状物を容れたものなどがみられる　埋N14日例；×6，080ノ．
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図｜0：肉芽組織内に観察された異物巨細胞．その核は不正形で，細胞質には多くのミトコンドリア，粗
　　　面小胞体などの細胞内小器官が充満しており，また内部に電子密度の高い細粒状物を容れた空胞
　　　状構造が多数観察される　（埋入14日例；×4，990）．
図11：異物巨細胞の部分拡大像．大小の空胞状構造内に電子密度の高い細粒状物がよく認められる（埋
　　　入14日fSIJ；×10，980、‘．
図｜2：脂質滴を思わせる滴状物と，電子密度の高い構造物を同時に容れた細胞もまれに観察された・：埋
　　　入14日例；×6，530）．
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図13：明るし：基質の空胞内には，種々な形態をした電子密度の高い構造物がみられる（埋入14日例；×
　　　21，710）．
図14：細線維状物を容れた明るい滴状物の中に，電子密度の高い針状構造物が観察される（埋入14B例；
　　　×21，920）．
図15：電子密度の高い物質ec接して一次ライソゾーム（矢印〉や，二次ライソゾームが認められる（埋
　　　入14日例；×30，430）．
図16：二次ライソゾームが多数観察され，一次ライソゾームと細線維状物を容れた滴状物との融合像（矢
　　　印），さらに電子密度の高いミエリン様構造も認められる（埋入14日例；×14，870）．
